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Domaxne technique 

L' invention concerne ia solubilisation at 
la stabilisation d'acides gras polyinsatures et as 
sels, esters et triglycerides correspondants, ar 
inclusion dans la y-cyclodextrine en vue d'obtenir . as 
formulations solubles dans l'eau, incorporables a as 
compositions pharmaceutiques, alimentaires ou 

15 cosmetiques. 

Les acides gras polyinsatures tels que -s 
acides arachidonique ou eicosatetraenoique ( t \) 
eicosapentaenolque (EPA) et docosahexaenoique (D, \) 
sont des acides gras polyinsatures a longue chaine ie 
la serie n-3. lis sont contenus dans les produits is; is 
de la mer, c' est-<i-dire principalement dans les hui. >s 
de poissons, mais aussi dans certaines micro-algut 
lis sont obtenus par hydrolyse-esterif ication c js 
triglycerides. Ces acides et les triglycerit >s 
25 correspondants repondent aux formules : 



20 
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Acide eicosapentaenoique (EPA) 



-^=^\=^\ C0 ° H " 

Acide docosahexaenoTque (DHA) 



2 5 1 ' OCORl 



E 



OCOR 2 
OCOR, 



Triglycerides : R 1( R 2 , R 3 represented le groupe hydroc rbone r 
acide gras tel que EPA, DHA ou autre. 
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Ces acides gras polyinsatures de la se ie 
n-3 (AGPI) presentent des proprietes tres interessar es 
dans la prevention de certaines patholoc es 
inflammatoires (psoriasis , arthrite) et des malac es 
5 cardio-vasculaires . 

Les premieres etudes epidemiologic .es 
suggerant 1' existence d'effets potentiellen nt 
benefiques de ces acides gras sur la mortalite care o- 
vasculaire, remontent aux observations effectuees c ez 

10 les Esquimaux groenlandais . Dans cette populati >n, 
consommatrice quasi-exclusive de mammiferes marins et 
de poissons, environ 14 g d'AGPI n-3 sont inge. es 
quotidiennement , et les deces par maladies care, .o- 
vasculaires sont rares. La relation entre le niveau de 

15 consommation de poissons (et a fortiori d'AGPI n-3) et 
1' incidence des maladies cardio-vasculaires a te 
retrouvee au Japon et dans certaines eti les 
prospectives . 

Les AGPI n-3 exercent leur effet benefi rue 

20 en intervenant a deux niveaux : 

1) ils abaissent la triglyceridemie (et non la 
cholesterolemie) , cette diminution result nt 
pour l'essentiel d'une synthese les 
lipoproteines de basse densite et de le trs 

25 constituants ; 

2) ils inhibent les phenomenes d'agregat on 
plaquettaire, de coagulation et d' inf lammat .on 
en jouant sur la synthese d'un grand nombre de 
molecules (thromboxanes, prostacylir -S, 

30 leucotri£nes, PAF, fibrinogene, P[ ;F, 

cytokines, . . . ) . 
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Dans le souci de limiter le taux de 
mortality coronarienne pour 1' ensemble de la 
population, il semble prudent de recommander la 
cons ommat ion de poisson. 
5 Les AGPI presentent egalement d' aut ;es 

interets notamment au niveau de la peau et les 
structures nerveuses au cours du developpen ;nt 
perinatal . 

En effet, des modifications apparais. e mt 
10 lors de deficience en AGPI au niveau de l'epiderme : 
permeabilite a l'eau augmentee, 

hyperproliferation cellulaire (probleme de 
k6ratinisation) , 

augmentation de l'epaisseur et du nombre de 
15 couches, 

eczemas, irritations, erythemes... 

Sur le plan nutritionnel, la periode de 
developpement perinatal est particuliere en ce s ms 
qu'elle correspond k la phase la plus act .ve 

20 d' incorporation des AGPI a longue chaine (22 : 6 n- 1 ; 
soit 22 atomes de carbone, 6 insaturat;> ms 
ethyleniques, la premiere etant sur le carbone r 3) 
dans les lipides de structure du systeme nen -^ux 
central, mais egalement la plus sensible aux appc ;ts 

25 alimentaires en AGPI. Pour le cerveau huraain, ce .te 
periode de croissance rapide s'etend des trois dernl irs 
mois de la vie foetale jusqu'a l'age de deux ans. Au 
cours de la premiere ann£e, le cerveau du nouveau-ne va 
prendre deux grammes par joilr en raison principalen ;nt 

30 du phenomene de myelinisation. Cela implique que .es 
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apports alimentaires en AGPI doivent etre corn :ts 
quantitativement et qualitativement . 

En raison d'une consommation moyenne fai ,le 
de ces acides gras dans les pays industrialises (20 a 
5 400 mg/jour), un certain nombre d' industri ,1s 
coinmencent & se pencher sur la fagon d' enric >ir 
certains aliments en ces acides gras en y additionr .nt 
des huiles de poisson (pain, margarine, mayonnaise...) 

Cependant 1' incorporation de ces aci les 
10 gras a longue chaine dans des compositions alimentai es 
ou cosmetiques est rendue difficile en raison de 
1' insolubility dans 1'eau, de l'odeur indesirable et du 
manque de stability de ces acides gras. 

En effet, ceux-ci sont sensibles a la 
15 temperature et a la lumi^re. lis sont instables et 
s'oxydent tres facilement. 

Etat de la technique anterieure 



Pour surmonter ces difficultes, le docun ;nt 
FR-A-2 547 829 [1] propose une composition sta >le 
20 contenant des composes d' acides gras insatures et un 
compose organique stabilisant repondant £ la formule : 
H2COR 1 

R — 0 — CH O 
25 I || 

H 2 C— 0 — P^OCH 2 CH 2 N + R 3 

I 

O" 

1 2 t 

dans laquelle R et R representent respectivement tes 
30 restes d' acides gras alors que R 3 represente H 3 ou 
(CH 3 ) 3 . On peut aussi ajouter a la composition me 
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cyclodextrine dont le role est de r£duire > ces 
fortement l'odeur deplaisante et l'amertume propres mx 
composes d'acides gras polyinsatures et dont le : 5le 
est Sgalement de rendre la composition agreable au 
5 palais. 

Dans le document FR-A-2 550 44 5 [2], c a 
propose d'inclure un acide gras polyinsature tel ]ue 
EPA dans la y-cyclodextrine. Dans ce but, on mel<\ lge 
les deux composes sous forme de pate en presence de 

10 petits volumes d'eau, ce qui conduit a l'obtem ,on 
d'une poudre contenant un compose d' inclusion y- 
cyclodextrine-EPA. 

Le document EP-A-0 470 452 [3] de< ;it 
egalement l'obtention d' un produit comprenant de 1< y~ 

15 cyclodextrine et une substance oleagineuse contei int 
EPA ou DHA, par precipitation k partir d' une solutio . 

Toutes ces techniques ont 1' inconvenient de 
conduire a des prpduits solides qui ne conviennent jas 
pour 1' incorporation dans toutes les compositi ;>ns 

20 pharmaceutiques, alimentaires ou cosmetiques. 

La presente invention a precisement \ )ur 
objet des formulations sous forme de solutions aquei ;es 
contenant en solution au moins une substc »ce 
oleagineuse appartenant au groupe des acides c ;as 

25 polyinsatures et de leurs derives (sels, esters et 
triglycerides) / qui . conviennent pour une te .le 
incorporation . 
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Aussi, 1' invention a pour objet me 
solution aqueuse comprenant au moins une subst; ice 
oleagineuse choisie parmi les acides gras polyinsati es 
et les sels, esters et triglycerides d' acides c as 
polyinsatures, dans laquelle la (les)dite s) 
substance (s) sont sous la forme de complexe d'inclus on 
dans la y-cyclodextrine. 

On rappelle que les cyclodextri es 
naturelles sont des oligosaccharides cycliq es 
constitues d' unites D-glucopyranosyle liees en a-1 4. 
La y-cyclodextrine qui est une cyclodextrine naturel e, 
comprend huit unites D-glycopyranosyle . 

Elle repond a la formule : 



15 




(IV) 



20 



25 



avec n 



1' invention 



Les substances oleagineuses utilises d, as 

/ 

peuvent §tre de differents types »t 
d'origines diverses, par exemple provenir de poissr is 
ou de vegetaux. 
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On utilise avantageusement les acides c as 
polyinsatures AA, EPA et DHA mentionn£s prec£demme .t, 
en particulier sous forme de triglycerides. On p ut 
utiliser un melange d'un ou plusieurs de ces aci ies 
5 avec d' autres acides gras satures ou insatur£s, ;ar 
exemple une huile de poisson. 

Dans ce cas, la solution comprend plusie $rs 
substances oleagineuses, celles-ci etant constitu ; es 
par une huile de poisson. 

10 1/ huile de poisson peut etre en particul er 

une huile de sardine ou une huile de thon. Une te le 
huile comprend des acides gras insatures ayant de 1 6 
insaturations ethyleniques ainsi que des acides c -as 
sans insaturation ethylenique. 

15 L' invention a egalement pour objet un 

procede de preparation d'une solution aque .se 
comprenant au moins une substance oleagineuse choi ;ie 
parmi les acides gras polyinsatures et les sels, est rs 
et triglycerides d' acides gras polyinsatures. 

20 Selon 1' invention, on utilise la y- 

cyclodextrine pour solubiliser ces substances et le 
procede comprend les etapes suivantes : 

a) dissoudre la y-cyclodextrine dans de 1'ea i, 

b) ajouter a la solution obtenue en a) la 
25 (les) substance (s) oleagineuse (s) £ 

solubiliser, et 

c) s£parer le complexe . precipite de Y-- 
cyclodextrine et de substance(s) oleagineuse !s) 

/ 

du surnageant qui contient egalement le 
30 complexe en solution. 
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Ainsi, on peut obtenir direct ement .me 
solution aqueuse de la ou (des) substanc< (s) 
ol£agineuse (s) - 

On peut aussi recuperer le comp; axe 
5 pr^cipite, le secher, puis le remettre en solut Ion 
aqueuse. De merne, on peut recuperer et secher le 
complexe obtenu dans le surnageant et le remei :re 
ensuite en solution aqueuse. 

Aussi/ le procede peut comprendre en 01 :re 
10 une <§tape de recuperation et de sechage d'au moins . 'un 
des complexes obtenus dans l'etape c) suivie de la 
remise en solution aqueuse du (des) complex*, (s) 
seche (s) . 

Pour mettre en oeuvre le procede decrit ;i- 
15 dessus, on commence par dissoudre la y-cyclodext: Lne 
dans de l'eau sous agitation en utilisant une quan ite 
de y-cyclodextrine qui peut aller jusqu'a la 

saturation de la. solution, soit 230 g/1. 

Dans l'etape b) qui suit, on ajoute la 
20 (les) substance (s) oleagineuse (s) en quantite tv Lie 
qu'elle corresponde & un leger exces par rapport i la 
quantite de y-cyclodextrine necessaire pour former le 
complexe equimolaire. On soumet egalement a me 
agitation- 

25 Dans l'etape c) , on separe le surnageanl du 

precipite, par exemple par centrifugation. 

Lorsque l'on op^re avec un exces de 

substance(s) oleagineuse (s) , on elimine tout d'a) >rd 

/ 

cet exces avant d'effectuer la separation >ar 
30 centrifugation- 
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Lorsque l'on soumet ensuite 1 (s) 

complexe(s) obtenu(s) a un sSchage, celui-ci peut ere 

effectue par lyophilisation ou encore par un proced de 

deshydratation utilisant des zeolithes ou 
5 « Z6odratation ». 

L' inclusion des substances ol£agine ses 
precitees dans la y-cyclodextrine permet de surmo. ter 
les problemes suivants : 

la polymerisation des acides «. :as 

10 polyinsatures, 

la migration des doubles liaisons cis en tra s, 

et 

la peroxydation. 

L' inclusion des acides gras polyinsati :es 
15 ou de leurs triglycerides, sels et/ou esters dans la 
y-cyclodextrine, conformement a 1' invention, pe} aet 
d'obtenir des formulations aqueuses contenant ;es 
acides gras en supprimant et en reduisant fortement _es 
problemes lies a leur oxydabilite et a 1 >ur 
20 instability. 

De telles formulations aqueuses peu\ \nt 
etre utilises pour inclure ces acides c as 
polyinsatures et/ou leurs triglycerides, sels et est ,rs 
dans des compositions alimentaires et dans ies 

25 compositions cosmetiques. 

Aussi, 1' invention a encore pour objet ies 
compositions pharmaceutiques, alimentaires ou 

cosmetiques comprenant une solution aqueuse d'au mc ns 
une substance olSagineuse choisie parmi les acides g as 

30 polyinsatures et les sels, esters et triglyceri es 
d' acides gras polyinsatures, dans laquelle la 
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(lesdites) substance (s) sont sous la forme de compl xe 
d' inclusion dans la y-cyclodextrine. 

L' invention sera mieux comprise a la 
lecture de la description qui suit, donnee bien ente du 
a titre illustratif et non limitatif, en reference au 
dessin annexe. 

Breve description du dessin 



La figure 1 est le spectre obtenu ar 

resonance magnetique nucleaire du proton, dans la 

pyridine, du complexe y-cyclodextrine-huile de poiss. i, 
precipite dans l'exemple donne ci-apres. 

Expose detaille des modes de realisation de 1' invent! n 

L'exemple qui suit illustre la solubilisation d'hu. .e 
de poisson au moyen de y-cyclodextrine. 

On introduit dans un recipient 9,9931 g ie 
y-cyclodextrine et 87 ml d'eau pour obtenir x >e 
solution a 114,86 g/l de y-cyclodextrine, ce c xi 
correspond sensiblement a la moitie de la solubili e 
maximale (230 g/l) de la y-cyclodextrine. On agite e 
melange sur un plateau tournant a 300 tours /mint e 
jusqu'a complete dissolution de la y-cyclodextrine, :e 
qui est obtenu en quelques minutes. 

On ajoute alors 10 ml d'huile de poiss n 
brute (reference SO 30 qui' contient au moins 30 % 
d'acide ca-3), et on maintient une agitation constante a 
300 tours /minute sur plateau tournant penda t 
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10 



30 



24 heures. II se forme un pr§cipite blanc qui se de ose 
au fond du recipient, et on observe une phase aqu ase 
opalescente intermediate et une suspension huileus, en 
surface. On elimine la suspension huileuse et on sej are 
la phase aqueuse du precipite par centrif ugation < 2U x 
fois successivement a 1000 tours/minute pern ant 
15 minutes, A la temperature ambiante. On lyophi. ,se 
separement le surnageant (phase aqueuse) et le 
precipite, apres congelation dans 1' azote liquide. 

On examine ensuite les produits lyophil; ;es 
par resonance magnetique nucleaire du proton (RMN l H) 
apres dissolution dans la pyridine deuteriee, a 29£ K, 
a l'aide d'un spectrom£tre BRUKER DRX 500, operan a 
500, 13 MHz. 

15 ^ a figure 1 illustre le spectre de 

resonance magnetique nucleaire l H du precipite. La 
comparaison de ce spectre avec celui de la 
y-cyclodextrine seule montre la presence de sigr. ux 
(notes TGL sur la figure) qui sont attribues £ ns 

20 ambiguite aux triglycerides issus de l'huile de 
poisson. 

Le spectre RMN 1 H obtenu avec le surnage nt 
est identique a celui de la figure 1. 

La quantite de triglycerides inclus dans le 
25 surnageant est assez importante et la quantite incl se 
dans le prScipite est encore plus importante. 

On examine ensuite la solubilite es 
complexes lyophilises, par remise en solution d ns 
l'eau. A cet effet, on ajoute la quantite d' au 
necessaire pour obtenir la dissolution de 0,0846 g de 
complexe lyophilise ; celle-ci est de 47,08 ml et e le 
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conduit a une solution opalescente dont la 
concentration en complexe est de 1,79 g/l. 

On precise que dans le cas de la p- 
cyclodextrine, le complexe forme dans les me as 
conditions a une solubilite trois fois plus fai le 
(0,65 g/l) . 

Ceci est tres interessant en vue d' ne 
utilisation dans des compositions alimentaires ou 
cosmetiques, car on peut limiter a des valeurs t as 
faibles la quantite de solution aqueuse de compl ,<e 
ajoutee. 

On verifie maintenant que le complexe iu 
surnageant et le complexe du precipite sont tous d jx 
des complexes d' inclusion des triglycerides dans la y- 
15 cyclodextrine. 

Dans ce but, on dissout le complc <e 
lyophilise obtenu a partir du surnageant et le complt <e 
lyophilise obtenu a partir du precipite dans un voli ae 
minimum de dimethylf ormamide DMF, ce qui denature .e 
20 complexe en separant les deux especes qui .e 
constituent. Ayant preleve une masse de 1 g i e 
complexe, il faut un volume de DMF de 4 ml pour tc it 
dissoudre. On ajoute environ 60 ml d' ether a chac ie 
echantillon car les triglycerides y sont solubles ma s 
25 pas la cyclodextrine qui precipite instantanement . 

Af in de bien isoler la phase organic e 
contenant les triglycerides de la y-cyclodextri e 
precipite, on a recours a une centrifugation penda t 
10 minutes, a 1000 tours/minute, a la temperatu e 
ambiante. On transfere la partie liquide recuperee da s 
une ampoule k decanter. On lave quatre fo s 
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successivement £ 1'eau pour extraire les traces d? y- 
cyclodextrine restees 6ventuellement dans la p} *se 
organique. On s6che cette phase sur Na 2 S0 4 et on boi ;he 
le flacon. Apres environ 1 heure, on filtre -.es 
5 6chantillons sur fritt§ sous le vide de la tromp a 
eau, puis on elimine le solvant organique d' extract .on 
(£ther) a 1' £vaporateur rotatif. 

On recupere ainsi la fraction ies 
triglycerides qui ont ete inclus dans la y- 

10 cyclodextrine. Le fluide obtenu est d' aspect huil* ix. 
La masse de triglycerides recuperee est de 0,117 g 
pour 1 g du complexe provenant du surnageant et de 
0,2164 g pour 1 g du complexe issu du precipite. 

Les echantillons sont stockes sous ai ]on 

15 pour 6viter toute degradation k l'air, avant j ; ur 
analyse par chromatographie en phase gazeuse, jui 
donnera leur profil en acides gras caracteristique . 

Les resultats obtenus, exprimes en 
pourcentage des acides gras identifies sont donnes c ins 

20 le tableau qui suit. 
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Tableau 1 



Ac ides gras 


proven ant du 
surnageant 


Huile 
provenant du 
precipi te . 


12 : 0 


0,2 


°' 2 


14 : 0 


8,7 


8,7 


14 : 1 


0,3 


0,3 


15 : 0 


0,5 


0,5 


16 : 0 


18,0 


17,6 


16 : 1 n-9 


0,2 


0,3 


16 : 1 n-7 


9,8 


9,9 


17 : 0 iso 


0,4 


0,4 


17 ; 0 


0,4 


0,5 


18 : 0 


3,8 


3,7 


18 : 1 n-9 


11,4 


11,4 


18 : 1 n-7 


3,2 


3,2 


18 : 2 n-6 


1,5 


1,5 


19 : 0 


0,4 


0,4 


18 : 3 n-6 


0,3 


0,3 


18 : 3 n-3 


0,6 


0, 6 


18 : 4 n-3 


2,2 


2,2 


20 : 1 n-9 


0,8 


0,8 


20 : 4 n-6 (AA) 


1,1 


1,1 


22 : 0 


0,9 


0,9 


20 : 5 n-3 EPA 


21,1 


20, 9 


22 : 4 n-3 


0,8 


0,8 


24 : 0 


0,4 


0,4 


22 : 5 n-3 


2,6 


2,6 


22 : 6 n-3 (DHA) 


10,6 


10,8 


Total satures 


33,7 


33,3 


Monoinsatures 


25,7 


25,9 


Polyinsatures 


40, 8* 


40,8 
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Dans ce tableau, les acides gras s nt 

identifies par leur norabre d'atomes de carbone, su vi 

du nombre d' insaturations ethyleniques et de 

1' emplacement dans la chaine de la premi re 
insaturation. Ainsi, EPA correspond k 20 ; 5 n-3. 

Les resultats du tableau montrent ue 

l'huile issue du surnageant a la meme composition en 

acides gras que l'huile provenant du pr^cipite. C st 

bien la preuve que l'on trouve du complexe a l'e at 
dissous dans le surnageant. 
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RKVENDICATIONS 



1. Solution aqueuse comprenant au moins ur 3 
substance oleagineuse choisie parmi les acides gr; , 

5 polyinsatures et les sels, esters et triglyceride i 
d' acides gras polyinsatures, dans laquelle 2 . 
(les) dite(s) substance (s) sont sous la forme c s 
complexe d' inclusion dans la y-cyclodextrine . 

2. Solution aqueuse selon la revendicatic , 
10 1 dans laquelle la (les) substance (s) oleagineuse (s 

sont choisies parmi l'acide arachidonique. (AA) , 1'acio 
eicosapentaenoique { EPA) , 1 ' acide dooosahexaSnoiqv. 
(DHA) et leurs triglycerides. 

3. Solution aqueuse selon la revendicatic 
15 1 comprenant plusieurs substances oleagineuses, dan 

laquelle lesdites substances sont constitutes par un 
huile de poisson. 

4. Proced6 de preparation d'une solutic 
aqueuse selon la revendication 1, qui comprend le 

20 etapes suivantes : 

a) dissoudre la y-cyclodextrine dans de l'eau, 

b) ajouter a la solution obtenue en a) la (les 
substance <s) oleagineuse (s) a solubiliser, et 

c) separer le complexe precipite de y 
25 cyclodextrine et de substance <s) oleagineuse (s 

du surnageant qui contient egalement 1< 
complexe en solution. 

5. Proced6 selon la revendication 4, qu. 
comprend de plus le sechage d' au rnoins 1'un de: 
complexes obtenus dans l'6tape c) suivi de la remise e> 
solution aqueuse du (des) complexe(s) sech6(s). 



30 



FEU1LLE DE REMPLACEMEKT (REGLE 26) 
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6. Composition alimentaire comprenant une 
solution aqueuse selon l'une quelconque des 
revendications 1 A 3. 

7. Composition cosmetique comprenant ane 
solution aqueuse selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3. 

8. Composition pharmaceutique compre ant 
une solution aqueuse selon l'une quelconque des 
revendications 1 £ 3. 
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